Quantifizierung von Histokompatibilitätsantigenen auf Rattenlymphozyten mittels Durchflusszytometrie  [Quantitation of histocompatibility antigens on rat lymphocytes by flow cytometry (author's transl)] by Hansen, Ernil
Blut (1982) 44:141-150 Blut 
© Springer-Verlag 1982 
Quantifizierung von Histokompatibilit itsantigenen 
auf Rattenlymphozyten mittels Durchfluflzytometrie 
Emil Hansen 
Max-Planck-Institut forBiochemie, Abteilung Biochemische Arbeitsmethoden 
(Prof. Dr. K. Hannig), D-8033 Martinsried, Bundesrepublik Deutschland 
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Summary. For studies on quantitative aspects of MHC-coded surface antigens 
on rat lymphocytes, cell separation methods were combined with flow cytometry, 
using direct immunofluorescence and titration to antibody saturation. Lympho- 
cyte subpopulations were isolated from spleen, lymph nodes, thymus and bone 
marrow of BN rats by 1 X g sedimentation a d free-flow electrophoresis. They 
were incubated with fluorescein conjugated F(ab')2 antibody fragments directed 
against MHC-antigens. Flow cytometry showed fluorescence intensities dearly 
separated from background signals, increasing with antibody concentration. 
Mean fluorescence intensities of the cells were compared at plateau level of anti- 
body uptake and revealed substantial differences in the quantitative expression 
of these antigens: 
a) B cells bound larger amounts of the antibody than T cells. 
b) B cells from spleen and lymph nodes differed in antibody uptake. 
c) In the T lineage medullary thymocytes showed higher antigen expression than 
cortical thymocytes, but still lower than mature T cells. 
d) The dominant, Thy-1 antigen carrying lymphocyte population of bone mar- 
row showed a density of MHC-antigens between that of thymocytes and mature 
peripheral lymphocytes. 
Calibration with particles of known FITC content led to an estimation on the 
total amount of histocompatibility antigens expressed on lymphocytes, which 
seems to be a characteristic feature of certain stages in function, maturation and 
activation. 
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In zunehmendem Mal3e zeichnet sich die Bedeutung von Oberflgchenantigenen, die 
im Haupthistokompatibilitfits-Genkomplex (MHC) kodiert sind, fur die Funktion 
und Regulation von Lymphozyten ab [7]. So wird durch sie die Spezifit~t zytotoxi- 
scher T-Lymphozyten kontrolliert, ebenso wie die Kooperation zwischen T-Zellen, 
B-Zellen und Makrophagen w~hrend er Immunantwort. 
Unklar ist, welche Rolle die Menge an MHC-Antigenen auf den Lymphozyten 
bei diesen Vorg~ingen spielt. ~mderungen i  der Expression dieser Antigene w~ih- 
rend der Differenzierung und w~thrend es Zellzyklus oder nach Induktion durch 
Mitogene, Virusinfektion oder bei neoplastischer T ansformation wurden beobach- 
tet und deuten auf eine Relevanz der Antigenquantit~tt hin [1]. Es wurde nun hier 
die Frage untersucht, inwiefem sich verschiedene Lymphozytenpopulationen d r 
Ratte hinsichtlich der Menge an Histokompatibilit~tsantigenen u terscheiden. 
Gebrfiuchliche Methoden der Quantifizierung von Oberfl~ichenantigenen, wie 
Absorptionsstudien u d Radioimmunteste, messen die durchschnittliche AntikOr- 
perbindungskapazitM der gesamten Zellprobe und finden daher ihre Grenzen an 
der Heterogenit~it der untersuchten Zellen. Um die komplexe Zusammensetzung 
der Lymphozyten aufzul6sen, wurden in der vorliegenden Arbeit Zelltrennmetho- 
den und DurchfluBzytometrie e ngesetzt. 
Gerade die tfftgerfreie Zellelektrophorese hat sich fftr die Auftrennung von Lym- 
phozyten verschiedener Funktion und verschiedener Reifungsstufe bew~ihrt [15,16]. 
Sie arbeitet ,,tr/igerfrei", so dai3 Ver/inderungen der Antigenverteilung, ausgel6st 
durch Wechselwirkung der Zellen mit festen Oberflgchen oder Partikeln, vermieden 
werden. Die Durchflul3zytometrie erlaubt die Messung der Fluoreszenzintensit/it 
auf Einzelzellen in schneller Folge und so die Bestimmung der an die Zelle gebun- 
denen markierten Antik6rper. Unter bestimmten Bedingungen, wie die hier durch- 
gefahrte Verwendung von Antik6rperfragmenten, direkter Antik6rpermarkierung 
und Titration bis zur Antik6rpers~ittigung, ist damit eine Quantifizierung von Ober- 
fl~ichenantigenen m6glich. 
Material und Methoden 
Tiere und ZelIen 
Verwendet wurden 8 Wochen alte, m~tnnliche BN-Inzuchtratten, die ursprtinglich vom MPI flir 
Immunbiologie, Freiburg/Br., bezogen und sp~tter selbst weitergezt~chtet wurden. Aus Milz, 
Lymphknoten und Thymus wurden Einzelzellsuspensionen durch Zerzupfen mit einer Kantile 
hergestellt, aus Knochenmark durch Heraussptilen aus Ober- und Unterschenkelknochen und 
leichtem Pipettieren. Die Zellen wurden zweimal in Kulturmedium Puck-G (Difco, Detroit, 
USA) gewaschen und durch wattegestopfte Pasteurpipetten filtriert. 
Zelltrehnungen 
Knochenmarkslymphozyten wurden wie beschrieben durch 1 x g-Sedimentation a gereichert 
[16]. Nach 6 h Sedimentation i einem Gradienten von 0,3-1,2% Rinderserumalbumin 
(Armour Pharm. Comp., Phoenix, USA) in Puck-G wurden Zellen mit einer Sedimentations- 
geschwindigkeit von 2,7-3,5 mm/h vereinigt, die zu tiber 90% Lymphozyten darstellten. 
Lymphozyten der verschiedenen Organe wurden dutch tr~igerfreie Z llelektrophorese in 
einer Apparatur vom Typ Elpho VAP FF5 (Bender u. Hobein, Mtinchen, BRD) unter Stand- 
ardbedingungen getrennt [ 15,16]. 
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Antiseren 
Xenoantiseren aus Kaninchen gegen Ratten-Ig, Thy-l-Antigen, sowie gegen die T-Zell-spezi- 
fischen Antigene RTLA und RHLA, wurden hergestellt trod die jeweilige Ig-Fraktion mit FITC 
gekoppelt [15]. Mit ihnen wurde in direkter Immunfluoreszenz der Prozentsatz an antigenposi- 
riven Lymphozyten i  den isolierten Zellproben bestimmt. 
Ein Alloantiserum gegen Lymphozyten yon BN-Ratten wurden aus 3 Monate alten, weib- 
lichen Wistar-Inzuchtratten (Gesellschaff for Strahlenforschung und Umweltschutz, Neuher- 
berg, BRD) durch w6chentliche s.c.-Injektionen yon Milz- und Lymphknotenzellen aus weib- 
lichen BN-Ratten erhalten. Seren mit einem Lymphozytotoxintiter yon mindestens 1,/128 wur- 
den vereinigt und IgG dutch Gelchromatographie tiber Sephacryl $200 (Pharmacia, Uppsala, 
Schweden) gewonnen. 
Zur Abschiitzung der Spezifit~tt wurde mit diesem Alloanfiserum eine Immunpriizipitation 
125J-markierter, mit Detergens Nonidet P40 extrahierter Membranproteine aus Lymphknoten- 
zellen durchgefahrt. Die Antigen-AntikOrper-Komplexe wurden mittels Protein-A-Sepharose 
(Pharmacia, Uppsala, Schweden) isoliert und in SDS gel6st, dann auf 7,5% SDS-PAGE ge- 
trennt und autoradiographisch nachgewiesen [6]. 
Aus dem Immunglobulin wurden F(ab')2-Fragmente pr~tpariert, diese mit FITC gekoppelt 
und markierte Allrikrrper mit einem molaren Fluoreszein/Protein-Verhiiltnis von etwa vier 
isoliert [16]. Dieses FITC-F(ab')2 aus Wistar-anti-BN-Alloantiserum wurde auf eine Protein- 
k0nzentration yon 20 mg/ml eingeengt und vor Gebrauch 30 min bei 15 000 × g zentrifugiert, 
urn Aggregate zu eliminieren. 
DurchfluBzytometrie 
Je 5 × 105 Zellen wurden mit 50/zl verschiedener Verdi~nnungen des FITC-markierten F(ab')2 
aus Wistar-anti-BN-Immunglobulin bei 4°C im Dunkeln Flit 50 min inkubielt. Nach dieser Zeit 
waren 95% der Antikrrperbindung einer 5 h-Inkubarion erreicht. Die Zellen wurden anschlie- 
Bend in phosphatgepufferter physiologischer Kochsalzlrsung ewaschen und resuspendiert. 
Die Zellen zeigten unter dem Fluoreszenzmikroskop gleichmaBige, ringF6rmige Fluoreszenz 
und kein ,,Capping". 
Die Fluoreszenzintensitat der Zellen wurde durchfluBzytometrisch bestimmt mit einem Ge- 
r~tt, das ill unserer Abteilung yon Dipl.-Phys. L. Voet gebaut wurde und kommerziell erhalt- 
lichen Zellsortern entspricht (FACS, Becton-Dickenson, Mountain View). Die Fluoreszenzanre- 
gung erfolgte durch einen 5-W-Argon-Laser bei 488 nm mit einer Intensit~it yon 800 mW. Es 
wurden jeweils etwa 200000 Zellen bei einer DurchfluBrate yon 500 Zellen/s untersucht. Vor 
und nach jeder MeBreihe wurden fluoreszierende Polystyrolpartikel yon 1,5/zm Durchmesser 
(DUKE Scientific Corp., Palo Alto, USA) als Standard gemessen. 
Die MeBdaten wurden gespeichert und mit einem Rechner (9820 A, Hewlett-Packard Ca., 
Palo Alto, USA) analysiert. Nach Standardisierung, Umrechnung auf gleiche Verst~trkung und 
Subtraktion der Negarivkontrolle (FITC Wistar-anri-BN-Antik6rper + Lymphozyten aus Wistar- 
Patten) wurde ein Medianwert als ,,mittlere Fluoreszenzintensitgt" for jede Zellprobe ermittelt. 
Zur Eichung des Zytometers wurden Paltikel mit bekanntem FITC-Gehalt gemessen, die freund- 
licherweise von Dr. G. Valet, Max-Planck-Insritut Far Biochemie, zur Verfagung estellt wurden. 
Ergebnisse 
Die durch tr~tgerfreie Elektrophorese getrennten Lymphozyten wurden im Bereich 
hoher (H) bzw. niederer (L) elektrophoretischer Beweglichkeit vereinigt (Abb. 1), 
wobei die Vitalit~it der Zellen immer fiber 90% betrug. 
Tabelle 1 zeigt die Charakterisierung dieser Zellpopulationen anhand VOlt Ober- 
fl~tchenantigenen, nachgewiesen i direkter Immunfluoreszenz. Danach entsprach 
der H-Bereich aus Milz und Lymphknoten reifen T-Zellen, gekennzeichnet durch 
die T-Zell-spezifischen Antigene RTLA. Der L-Bereich bestand im wesentlichen aus 
B-Lymphozyten. 
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Abb. 1. Verteilung kernhaltiger Zellen in der tr~igerfreien Elektrophorese. Aus Knochenmark 
wurden Zellen mit Sedimentationsgeschwindigkeiten yon 2,7-3,5 mm/h zur Trennung ver- 
wendet. H = Bereich hoher, L = Bereich niederer elektrophoretischer Beweglichkeit. ,,Ery" 
zeigt die Position Glutardialdehyd-fixierter Ratten-Erythrozyten an 
Tabelle 1. Prozentsatz antigenpositiver Zellen im H- und L-Bereich 
der Zellelektrophorese, g messen i  direkter Immunfluoreszenz mit 
Antiseren gegen Ratten-Ig, T-Zell-spezifische Antigene und Thy-1- 
Antigen 
Milz 
H L 
Ig 3 95 
RTLA 92 <1 
RHLA 
Thy-1 <1 9 
Lymphknoten 
H L 
5 96 
90  <1 
4 12 
Thymus  
H J L 
<1 <1 
99 98 
61 <1 
92 98 
Knochenmark 
H L 
<1 8 
33 <1 
5 91 
Die Hauptmenge an Thymozyten wies geringe Oberfl~ichenladungsdichte auf 
und stellt kortikale Thymozyten dar. Medull~ire Thymozyten fanden sich dagegen 
nur im H-Bereich der Zelltrennung. Sie sind charakterisiert durch den Besitz von 
RHLA, Antigenen, die durch ein mit kortikalen Thymozyten absorbiertes Anti- 
RTLA Antiserum nachgewiesen wurden [15]. Durch 1 x g Sedimentation angerei- 
cherte Knochenmarkslymphozyten z igten in der Elektrophorese vorwiegend niede- 
re elektrophoretische B weglichkeit. Im H-Bereich fanden sich die wenigen reifen 
T-Lymphozyten und nicht-lymphoide Zellen, wiihrend der L-Bereich sich aus eini- 
gen B-Zellen und ansonsten aus Thy-l-Antigen-positiven, kleinen Lymphozyten 
zusammensetzte. Wie aus Tabelle 1 ersichtlich, wurden sechs Lymphozytenpopula- 
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Abb. 2. Fluoreszenzhistogramme yon Zellen hoher (H) und niederer (L) elektrophoretischer 
Beweglichkeit, gemessen im DurchfluBzytometer nach Ffirbtmg mit einer l:32-Verdttnnung 
von FITC-F(ab')2 aus Wistar-Anti-BN-Antiserum 
tionen, n~tmlich B-Zellen aus Milz und Lymphknoten, T-Zellen aus Milz und 
Lymphknoten, kortikale Thymozyten und Thy-l-Antigen-tragende Knochenmarks- 
lymphozyten i (Jber 90% Reinheit erhalten; medull~ire Thymozyten konnten ange- 
reichert werden. 
In der DurchfluBzytometrie z igten die Zellpopulationen nach Reaktion mit 
FITC-markierten F(ab')z-Fragmenten aus Wistar-anti-BN-Antiserum die in Abb. 2 
wiedergegebenen Fluoreszenzhistogramme. Hier, wie auch in Abb. 3, sind repr~tsen- 
tative Ergebnisse aus einem yon vier Versuchen dargestellt. W~thrend Kontrollzellen 
aus Wlstar-Ratten nur exponentiell abfallende Untergrundsignale li ferten (Ergeb- 
nisse nicht gezeigt), waren die Fluoreszenzintensit~tten fast aller aus BN-Ratten iso- 
lierten Lymphozytenpopulationen deutlich vom ,,Rauschen" abgesetzt. Dies ertaub- 
te die Bestimmung einer mittleren Fluoreszenzintensit~t flir jede der Zellarten. 
Die untersuchten Proben unterschieden sich auffallend in der Form ihrer Fluo- 
reszenzhistogramme. W~hrend ftir einige Zellpopulationen die Fluoreszenzintensi- 
t~iten ormalverteilt waren, wiesen andere Histogramme Schiefen auf oder waren 
bimodal, beides Zeichen einer Heterogenit~it der Zellprobe. Bimodalit~iten wurden 
in GauBkurven aufgel6st, for schiefe Verteilungen ein Medianwert ermittelt. 
Die einzelnen Lymphozytenpopulationen zeigten deutliche Unterschiede in ihrer 
mittleren Fluoreszenzintensit~t. Da ungetrennte Lymphknotenzellen die gleichen 
Fluoreszenzhistogramme ergaben wie solche nach Wiedervereinigung der Frak- 
tionen aus 1 X g-Sedimentation der Zellelektrophorese (Ergebnisse nicht gezeigt), 
sind die an den getrennten Zellen beobachteten Unterschiede als ft~r diese Zellen 
typisch anzusehen und nicht durch die Zelltrenrmng zu erkl~iren. 
Mit steigender Antik6rperkonzentration verschoben sich die gemessenen Profile 
zu h/Sheren Kan~len bin, es nahm die mittlere Fluoreszenzintensit~it jeder Lympho- 
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Abb. 3. Mittlere Fluoreszenzintensit~t yon Zellen hoher (H) und niederer (L) elektrophoreti- 
scher Beweglichkeit bei Titration mit FITC-F(ab')~ aus Wistar-anti-BN-Antiserum 
zytenpopulation zu (Abb. 3). Der Variationskoeffizient der Intensit~itsverteilung, der 
fiJr die verschiedenen Zellpopulationen zwischen 23 und 28% lag, blieb dabei un- 
ver~tndert. Dieser Anstieg der Fluoreszenzst~trke ging in ein Plateau tiber, d.h. es 
wurde eine Antik6rpers~tttigung erreicht. Far jede Lymphozytenpopulation ergab 
sich ein charakteristischer Wert der maximalen Antik6rperaufnahme, d r fiJr B-Zel- 
len aus der Milz am h6chsten lag, n~imlich 4,5fach h6her als flir kortikale Thymo- 
zyten. 
Eine Eichung auf gebundene AntikOrper pro Zelle erfolgte durch Messung von 
Partikeln mit bekanntem FITC-Gehalt und Division dutch das bekannte Kopp- 
lungsverh~ltnis von 4 Molektilen FITC pro F(ab')z-Fragment. 
SchlieBlich wurden die Membranproteine analysiert, mit denen das verwendete 
Antiserum spezifisch reagierte. Aus der Vielzahl von Laktoperoxidase-jodierbaren 
und durch NP-40 extrahierbaren Membranproteinen aus Lymphknotenzellen von 
BN-Ratten (A in Abb. 4) wurden durch das hier verwendete AIloantiserum nach- 
weisbar nur 3 pr~zipitiert (B in Abb. 4). Mit einem relativen Molekulargewicht von 
45 000 d entspricht die Hauptkomponente d r schweren Kette yon MHC-Antigenen 
der Klasse I (t(T1-A), w~hrend ie zus~ttzlich geffillten Proteine mit 32000 d und 
28 000 d den Ketten der Ia4ihnlichen Antigene (RT1-B) entsprechen [5, 9,11]. 
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Abb. 4. SDS-PAGE yon 125J-markierten Membranproteinen, Densitogramm der Autoradio- 
graphien. A NP-40-Extrakt aus Lymphknotenzellen vo BN-Ratten; B Pr~izipitat des NP-40- 
Extraktes mit Ig aus Wistar-anti-BN-Alloantiserum; 1,6% der Ausgangsaktivit~it wurde durch 
das Antiserum gef~illt. Die Pr~zipitation mit einem Wistar-Normalserum enthielt nur 0,3% der 
Ausgangsaktivit~it undzeigte in SDS-PAGE keine Banden 
Besprechung 
W~ihrend sich die wichtige Rolle der MHC-Antigene in der Immunantwort immer 
deutlicher abzeichnet, ist noch wenig bekannt ~iber die mengenm~gige Auspr~igung 
dieser Antigene aufverschiedenen Lymphozyten und die Bedeutung solcher quanti- 
tativer Aspekte. Untersuchungen da~ber haben die Heterogenit~it der Lympho- 
zyten in Bezug aufFunktion, Reifungsstufe und Aktivit~itsgrad zum Problem. Durch 
die Kombination von Zelltrennmethoden und Durchflugzytometrie konnten in den 
hier beschriebenen Versuchen deutliche Unterschiede in der Menge an Histokom- 
patibilitgtsantigenen aufder Oberfl~iche verschiedener Lymphozytenpopulationen 
der Ratte nachgewiesen u d genau bestimmt werden. 
Verwendet wurde ein Antiserum mit breiter Spezifit~t gegen MHC-Antigene. 
Weder wurde versucht, diese in Transplantationsantigene (RT1-A) und Ia-fihnliche 
Antigene (RT1-B) oder deren Unterspezifitgten aufzuschlfisseln, noch wurden mit 
diesem Alloantiserum sicher alle oder sicher nur MHC-Antigene rfai3t. Vielmehr 
lag daran, eine prinzipielle Methode far die Quantifizierung von Histokompatibili- 
t~ttsantigenen auf isolierten Lymphozytenpopulationen mittels DurchfluBzytometrie 
zu erarbeiten. Die Analyse der einzelnen polymorphen Determinanten des MHC 
sollten mit entsprechenden Antiseren in gleicher Weise m6glich sein. 
Di e DurchflufAzytometrie bietet die M6glichkeit der Fluoreszenzmessung a  Einzel- 
zellen in rascher Folge. Gegeniiber anderen Mel3methoden an Einzelzellen, wie 
der quantitativen Autoradiographie und der Mikrofluorometrie, erlaubt sie dadurch 
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die Analyse einer sehr groSen Anzahl von Zellen mit entsprechender Statistik. Eine 
Quantifizierung yon Antigenen ist mit der Durchflugzytometrie n cht per se, son- 
dern nur unter besonderen Voraussetzungen m6glich. Die wesentlichen Bedingun- 
gen, unter denen hier mittels Durchflul3zytometrie e ne Quantifizierung yon Ober- 
flgchenantigenen durchgefiihrt wurde, waren: 
1. die Verwendung vorgetrennter Zellpopulationen, 
2. der Einsatz von F(ab')2-Fragmenten derAntik6rper, 
3. die Anwendung direkter Immunfluoreszenz und 
4. die Titration bis in Antik6rpers~tttigung. 
Mit indirekter Immunfluoreszenz und ungespaltenem I munglobulin sind die 
gemessenen Fluoreszenzintensit~iten wesentlich breiter verteilt. Gerade bei h6heren 
Antik6rperkonzentrationen spielt zunehmend unspezifische Bindung t~ber den Fc- 
Teil eine Rolle und es treten Zellaggregationen auf. Bei Antik6rpertitration wird 
zwar eine Erh0hung der Fluoreszenzintensit~t, aber meist kein Plateau beobachtet. 
Mit der hier verwendeten direkten Markierung mittels F(ab')2-Fragmenten wurden 
dagegen diskrete Verteilungen der Fluoreszenzintensit~iten erhalten, ftir die ein re- 
pr~isentativer Mittelwert bestimmbar war. Dies bildete die Voraussetzung dafiir, 
eine Ver~inderung der Fluoreszenzintensit~it mit der Antik0rperkonzentration ver- 
folgen und schlie$1ich das Erreichen einer S~ttigungnachweisen zu k6nnen. 
Der beobachtete Plateauwert der mittleren Fluoreszenzintensit~tt - als Mal3 fiir 
die maximal gebundene Menge an Antik6rpern auf einer Zelle - erst stellt die 
Grundlage dar flir einen quantitativen Vergleich der Antigenexpression auf ver- 
schiedenen Zellen und FUr eine Absch~tzung der Absolutmenge dieser Antigene auf 
der Zelloberfl~iche. 
Ft~r die hier speziell untersuchten MHC-Antigene auf verschiedenen Lympho- 
zyten, gemessen i Antik6rpers~ittigung, er aben sich folgende Befunde: 
a) B-Zellen banden deutlich mehr Antik6rper als T-Zellen. Dieser Unterschied ist 
nicht aUein durch den Besitz der B-Zellen an Ia-Antigenen erklarbar, da er auch mit 
MHC-Antiseren ohne Aktivit~it gegen Ia-Antigene zu beobachten ist (Manuskript 
in Vorbereitung) und ist damit in Ubereinstimmung mit der Beschreibung unter- 
schiedlichen HLA-Gehaltes auf humanen T- und B-Lymphozyten [14]. Dagegen 
schlossen Howard und Mitarbeiter aus Untersuchungen an Ductuslymphzellen aus 
normalen und thymektomierten Ratten auf eine gleichhohe Expression von RT1-A- 
Antigenen aufT- und B-Lymphozyten [5]. 
b) B-Zellen aus Milz und Lymphknoten zeigten ungleiche Mengen an MHC-Anti- 
genen, w~ihrend unter den T-Zellen kein Unterschied beobachtet wurde. Eine der- 
artige Heterogenit~it in der B-Zellreihe ist bisher nur flir Ia-Antigene auf Maus- 
Lymphozyten bekannt [10]. Eigene weitere Untersuchungen weisen darauf bin, dab 
die hier aufgezeigten Unterschiede sich ebenfalls auf RT1-A-Antigene rstrecken. 
Das Ergebnis k6nnte Ausdruck einer unterschiedlichen Zusammensetzung von Milz 
und Lymphknoten aus B-Zellpopulationen verschiedener Reifungsstufe oder Akti- 
vierungsgrades sein. Hart und Mitarbeiter beobachteten demgegen~iber in Absorp- 
tionsstudien an DA- und Lewis-Ratten keine Unterschiede zwischen Lymphozyten 
aus Milz und Lymphknoten, weder im Gehalt an RT1-A- noch an RT1-B-Antigenen [4]. 
c) Die Menge an MHC-Antigenen ahm in der Reihenfolge kortikale Thymozyten- 
medullare Thymozyten-periphere T-Zellen zu. Dies entspricht den Flit die Maus be- 
schriebenen Verh~lmissen [2, 8]. Doch scheint in der Ratte der Unterschied zwischen 
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kortikalen Thymozyten und peripheren T-Zellen weniger, der zwischen medullaren 
Thymozyten und reifen T-Zellen st~irker ausgepr~tgt zusein. 
d) Thy-l-Antigen-tragende Lymphozyten aus Rattenknochenmark lagen in ihrer 
Dichte an MHC-Antigenen zwischen der von Thymozyten und peripheren, reifen 
Lymphozyten. Diese unreifen lymphoiden Zellen repr/isentieren twa 30% des Kno- 
chenmarks, besitzen kein Oberfl~tchen-Ig und sind thymusunabh~ingig [3]. Da Ia- 
Antigene auf weniger als 5% der Rattenknochenmarkszellen gefunden werden [9], 
spiegeln die hier erhaltenen Werte den Gehalt dieser dominierenden Lymphozyten- 
population des Knochenmarks an MHC-Antigenen der Klasse I (RT1-A) wider. 
Uber diese Lymphozyten, deren Zugeh6rigkeit und Bedeutung weiterhin unklar ist, 
lagen bisher keine quantitativen A gaben fiber ihre Expression an Histokompatibi- 
lit~ttsantigenen vor. 
Der Fluoreszenzwert bei Antik6rpers~ittigung erlaubte des weiteren - nach 
Eichung des Durchflugzytometers mitPartikeln bekannten FITC-Gehaltes und bei 
bekanntem FITC-Kopplungsgrad der Antik6rper - eine Absch~ttzung der Absolut- 
menge an MHC-Antigenen auf verschiedenen Lymphozyten. Dabei kann nach 
mehreren Autoren for die zellgebundenen A tigene und Antik6rper ein Verh~iltnis 
von etwa 1 : 1 zugrundegelegt werden [3,14]. Unter dieser Annahme rgab sich z. B. 
for T-Lymphozyten eine Anzahl von etwa 1,1 x 106 MHC-Antigenmolekialen pro 
Zelle (Abb. 3). Dieser Wert liegt in der gleichen GrGBenordnung wie der for Human- 
T-Zellen mit 0,15x 106 [14], far Maus-Milzzellen oder -Lymphknotenzellen mit 
1,4 x 106 [12] bzw. 0,6 x l06 [2] und fftr Ratten-Ductuslymphzellen mit 0,3 x 106 [5] 
bestimmten. Ein Vergleich ist jedoch durch die unterschiedliche Spezifit/it der ver- 
wendeten AntikGrper und die genetisch bedingten Unterschiede der MHC-Antigen- 
expression [5,12] nur eingeschr/inkt m6glich. 
Neben dem S/ittigungswert is auch die Antik6rperkonzentration , beider Halb- 
sattigung erreicht wird, von Interesse. Sie ist ein MaB for die Antik6rper-Antigen- 
Bindungsst~trke. Im Falle der MHC-Antigene lag dieser Wert far alle Lymphozyten- 
populationen etwa bei Verdtinnung 1: 80 (Abb. 3). Far das Thy-l-Antigen dagegen 
wird die Halbsattigung auf Thymozyten und Knochenmarkslymphozyten bei ver- 
schiedenen AntikGrperverdOnnungen erreicht, was dann for eine unterschiedliche 
Zuganglichkeit dieses Antigens auf den verschiedenen Zellen spricht [3]. 
Auch die Form der Fluoreszenzhistogramme war charakteristisch fur jede Zell- 
probe (Abb. 2). So fiel die Homogenit~tt der Knochenmarkslymphozyten in Bezug 
auf ihren MHC-Antigengehalt auf. In dieser Zellpopulation sollen sowohl T- als 
auch B-Vorl~tuferzellen enthalten sein [13]. Der kleine Gipfel im Histogramm der 
Lymphknotenzellen hoher elektrophoretischer Beweglichkeit kGnnte den Thy-1- 
positiven, thymusabh~ingigen Lymphozyten entsprechen, die in dieser Zellprobe 
nachweisbar sind [3]. Eine ausgepr/igte Heterogenit/it zeigten die Fluoreszenzinten- 
sit/itsverteilungen der B-Zellen auf. Hier sollen Versuche in der beschriebenen Wei- 
se mit weiter aufgetrennten Zellpopulationen u d mit Antik6rpern engerer Spezifi- 
t/it weitere Aufkl~irung bringen. 
Frau IL Wiemeyer, Frau C. Eckelt und Frau R~ Gtithling danke ich FOr ausgezeichnete Assi- 
stenz. 
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